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論 文 内 容 要 旨
はじめに
キュウリは,一 般に雌花と雄花を同一株上に分化する雌雄同株植物である.そ の花芽の
雌花または雄花への分化は,が く比 花弁 雄蕊,雌 蕊の各器官が順次発達 した両性花的
な発育段階を経た後,雄 蕊もしくは雌蕊のいずれか一方 の器官の発育が停止することによ
って起 こるものと考え られている.ま た,キ ュウリの花の性表現は,Fお よびMロ ーカ
スの優劣の組み合わせによって遺伝的に制御されてお り,雌 性型(M昇),混 性型(M励,
両性型(血 ㎡⇒ および雄性両性 同株型(皿 ㎡∂ の各性表現型が生み出される.さ らに,
キュウリの花の性表現は,植 物ホルモンの一つであるエチレンによって変化することが知
られてお り,エ チ レン処理によって雌性化が促進され,逆 にエチレン阻害剤処理によって
雄性化が促進される.し か し,そ の分子メカニズムは明 らかにされていない.キ ュウリに
おける花の性分化 とエチ レン作用 との関係を分子レベルで解明すれば,雄 蕊および雌蕊の
発育制御が可能 となる.こ のことは,雌 花または両性花の発育 した果実を生産の対象とす
るウリ科植物において,園 芸学的に有用であるばか りでなく,植 物生理学的にも興味深い.
さらに,生 殖制御を利用した他の園芸作物の新 しい育種法の確立 に結びつ く可能性を秘め
ている.
そ こで本研究では,混 性型(大 利根1号),雌 性型(彼 岸節成)お よび雄性両性同種 型
(レモン)の キュウリ品種を実験材料に用いて,キ ュウ リの花の性分化におけるエチ レン
の役割,お よびその作用機構を分子 レベルで明らかにすることを目的として研究を行った.
第1章 キュウリの花の性分化 に対するエチレンの作用 と花芽の発育段階の関係
キ ュウリの花の性分化に対するエチ レンの作用と花芽の発育段階の関係を検討 した ま
ず,第4葉 展開期(主 茎上の第4葉 の葉身が2㎝ に達 した時期 と定義する.)の 雌性型お
よび混性型の茎頂にエチレン生合成阻害剤であるamh1㏄thoxyvinylglyc㎞e(AVG)お よび
エチ レン発生剤であるEthephoneの 各処理を行い,そ の後 に分化する花の性表現 を調べ,
それぞれ雄性化,雌 性化の効果の認め られた節位 を特定 した(図1A,B).
次に,性 転換の認められた節位の花芽を中心に トルイジンブルー0染 色法および走査
型電子顕微鏡(SEM)を 用いて観察 した.観 察には,FAA固 定 した第4葉 展開期の茎頂





介す るシグナル伝達経路の最 も上流で機能することが想定されているエチ レンレセプター
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に注 目し,こ れをコー ドする遺伝子の単離をRT-P(R法 を中心に試みた結果 第4葉 展
開期のキュウリ茎頂か ら3種 類のエチレンレセプター様遺伝子の単離に成功 し,そ れぞれ
α罫一聡 α班 刀?1お よび(笠E7:R2と 命名 した(図3).
ノーザン分析法による遺伝子 の発現解析の結果,(四 むR3お よび(笠Eη ヒ2遺伝子の発
現は,混 性型の茎頂ではEthephone処 理によって上昇 し,雌 性型の茎頂ではAVG処 理に
よって逆に低下 した(図4).こ の ことか ら,㏄ 一ER3お よびG3霧 刀配2遺伝子の発現は,
第4葉 展開期のキュウリの茎頂においてエチ レンによって制御されることが明らかになっ
た.ま た,両 品種におけるエチ レンレセプター様遺伝子 の発現 を発育ステージ別 に検討 し
た結果,CS一 、駅5お よび(鱈.E7:R2遺 伝子は,混 性型に比べて雌性型の第4,5葉 展開期の
各茎頂で強い発現 を示 した(図5).さ らに,エ チレン前駆物質である1一アミノシクロプ
ロパンーユーカルボン酸(1一舳 ㏄ydopropane-1-carboxylate:ACC)を 合成する酵素(A㏄ 合
成酵素)を コー ドしている遺伝子である(笠Aα ヌ2遺伝子 の発現パターンも同様であった
(図5).(刃 』4(駝 は,そ の発現が雌花形成と相関のあることが報告されている遺伝子で
ある.以 上のことか ら,C乱4(溺(温 石R5お よび(刃密刀R2遺伝子は,キ ュウリの花芽の
雌性化に関与 している可能性が示された.
第3章 雄性両性同株型におけるMロ ーカスとエチ レンによる性分化の制御
一般 に
,雌 性型では混性型に比べて多くのエチレンを発生することが知 られているが,
雄性両性同株型についての詳 しい研究は,な されていな い.そ こで,Fお よびMロ ーカ
スの機能を欠失 した雄性両性 同株型(1㎜ 面 におけるエチ レン内生量とエチ レン応答性
を解析 し,キ ュウリの性分化 に及ぼすFお よびMロ ーカスの役割を検討した.
第4葉 展開期の茎頂におけるエチ レン内生量 と(温A(溺 遺伝子の発現量を解 析した結
果,雄 性両性同株型のエチ レン内生量 と(忍A(駝 遺伝子の発現量は,混 性型 と同程度で
あり,且 つ,雌 性型に比べて低い ことが明らかになった(図6へB).こ のことか ら,エ
チ レン内成量 と(温A(聖 遺伝子 の発現量は,Fロ ーカスの優1生・劣性 と相関のあること
が示された.
第4葉 展開期の混性型および雄性両性同株型の茎頂にEthephone処 理を行い,ま た,雌
性型の茎頂 にエチ レン作用阻害剤である硝酸銀処理を行って,性 分化に対するエチ レンの
効果を検討 した結果,エ チ レンは混性型や雌性型では雄蕊の発育を抑制するものの,雄 性
両性同株型では雄蕊の発育を抑制 しないことが示された(表1,図7).さ らに,(刃 署麗
C5.ER3お よび(:乱4(迎 遺伝子の発現は,雌 性型 と混性型の茎頂ではエチ レン誘導性を
示すが,雄 性両性同株型の茎頂ではエチ レン誘導性 を示さないことが明らかになった(図
8).ま た,低 濃度のエチ レン存在下における下胚軸の伸長阻害は,混 性型や雌性型に比べ
て雄性両性 同株型で小さいことが明らかになった(図9).以 上のことか ら,雄 性両性同
株型でのエチレン応答性は,混 性型や雌性型に比べて低下 していることが示唆された.
以上の結果 は,Fロ ーカスの産物がエチ レン内生量 を制御 し,エ チ レンシグナルがM
一417一
ローカスの産物を介 して雄蕊の発育 を抑制することを示 しているために,花 の性分化にお
いてMロ ーカスは,Fロ ーカスの下流で機能するものと考えられる.こ のことから,エ
チ レン,Fお よびMロ ーカスによって制御 されうるキュウリの花の性分化に関する新た
な遺伝学的モデルを構築 した(図10).
第4章 日長 とエチレンによるキュウリの花の性表現の制御
第3章 で示 したように,'キュウリの花の性表現は,エ チレン,Fお よびMロ ーカスに
よって制御 されるが,一 方で 日長条件によっても左右される.す なわち,短 日条件によっ
て雌性化が促進され,逆 に長 日条件 によって雄 性化が促進 される.そ こで,短 日条件によ
る雌性化はエチ レン合成を介するか否かを検討 し,日 長 とエチレンによるキュウリの花の
性分化 の制御機構の解明を試みた.
まず,フ ァイ トトロン(人 工気象制御装置)の 中で混性型 と雄性両性同株型を生育 して,
雌性化あるいは雄性化を誘導する短 日および長 日条件を確立 した(図11).次 に,短 日ま
たは長 日と,エ チ レンまたはエチ レン阻害剤処理を組み合わせた条件下で両品種を生育し
て性表現を観察 した.こ の結果か ら,キ ュウリの花の性分化 において,エ チレンは日長の
下流で働 くことが示唆された(図12).
短 日および長 日条件下で生育 した第4葉 展開期の植物体の茎頂におけるエチレン内生量
の概 日変化を測定した結果,両 品種共に明期 の中心にピークを持つ概 日リズムを示 した(図
13).特 に,短 日条件下でのエチ レンピークは,雄 性両性同株型に比べて混性型で高いこ
とが明 らかになった(図13).ま た,長 日条件下の明期の中心に人工的に作 り出したエチ
レンピークは,両 品種において共に雌性化 に働 くことが示さた(図14).こ のことか ら,
短 日条件下で認められた混性型のエチレンピークは,雌性化に関与することが示唆された.
日長 とエチレンによるキュウリの花の性分化の制御機構 を分子レベルで解明する目的で,
第4葉 展開期の茎頂でのACC合 成酵素遺伝子群(CSACSI,2,3,4)と エチ レンレセプタ
ー遺伝子(CS -ERS)の 発現をRT-PCRサ ザ ン分析法によって解析 した.そ の結果,明 期
の中心に発現ピークを持つ αヲ勉4(駝 および α泌 αヲ4遺伝子が短 日条件下でのエチ レン
合成に関与し,C5-ER5遺 伝子がその下流でエチ レン応答を担 う可能性が示された(図15,
16).ま た,(忍4(迎 遺伝子の発現は,Fお よびMロ ーカスによって制御されることが
示唆されたが,C5曽4(刃4遺 伝子の発現 は,Fお よびMロ ーカスの優性 ・劣性とは相関の
ないことが示された(図17).
以上のことか ら,短 日条件によるキュウリの花の雌性化は,エ チ レン合成を介すること
が示され,そ の際に,(混4α12お よび α錫4αヲ4遺伝子が深 く関与 していることが示唆さ
れた.こ れらの遺伝子発現 とFお よびMロ ーカスとの相関性か ら,第3章 で構築したモ




キゴウリの花の性分化 におけるエチ レン作用の分子機構 を組織レベルで明 らかにする目
的で,第1章 で明 らかにしたエチレンによって性が変化する発育段階の花芽 におけるエチ
レンレセプター様遺伝子群(G3一 照 σ∫男7Rろ(笈E圃 とACC合 成酵素遺伝子(㏄ 一
.4α② の発現の局在性を,混 性型,雌 性型および雄性両性 同株型を用いて,面 ε加 分析
法によって検討した.そ の結果,エ チ レンによるキュウリの花の雌性化において,(蕊4(駆
遺伝子 は,雌 性型では雌蕊の発育促進に関与 していることが示唆された.ま た,混 性型の
花弁の向軸側で発現 している(5」A(湿 遺伝子は,雄 蕊の発育抑制に関与 していることが
示唆された.さ らに,(:S-ER∫ 遺伝子は雄蕊の発育抑制に,α ヌ≒班R1お よび αヲ昭ZR2遺
伝子は雌蕊の発育促進 と雄 蕊の発育抑制の両方 に関与 している可能性が示された(図19).
以上のことか ら,エ チレンによるキュウリの花の雌性化におけるACC合 成酵素遺伝子
((温4(初 の機能推定とエチレンレセプター様遺伝子群((忍 磁(刃 ゼZR1,(等 昭7:R2)
の機能的な役割分担を推定することができ,第3章 で構築 したモデルにこれ らの遺伝子を
加えて,さ らに発展 したモデルを構築 した(図20).
おわ りに
本研究で明らか にした 「キュウリの花の性分化におけるエチレン作用の分子機構」の模
式図を図21に 示 した.こ のエチ レンによるキュウリの花芽の雌性化は,第1章 で示 した
雄蕊の初生突起形成前か ら雄蕊の初生突起形成後 の間の発育段階の花芽で起 こるものと考
えられる.こ の模式図に示すように,本 研究ではエチ レンシグナルはM遺 伝子の産物を
介 して雄蕊の発育を抑制することを示唆 した.一 方で,シ ロイヌナズナを用いた研究 によ
って,エ チ レンレセ プターの機能獲得(gI血 一〇ffunc丘on)変 異は,植 物体 にエチ レン非感
受性 を付与する優性形質であり,機 能欠失(lossっf-fロnc面n)変 異は,植 物体に恒常的な
エチ レン応答性を付与する劣性形質であることが明 らかにされている.こ れに対 して,キ
ュウリでのm遺 伝子によるエチ レン感受性の低下は劣性形質であるので,M遺 伝子はエ
チ レンレセプター遺伝子 と異なる可能性が高い.し かし,キ ュウリのエチレンレセプター
遺伝子の塩基配列の中に,エ チレン非感受性を付与できる未知の劣性変異を見出す ことが
できれば,M遺 伝子がエチレンレセプター遺伝子である可能性も否定できない.第5章
の結果か ら,雄蕊 と雌蕊の発育に対するエチ レンレセプター様遺伝子群(C3一磁(笠 班Rろ
αヲ.朋⑫ の機能的な役割分担を推定す ることができたが,こ れらの遺伝子の性分化への
直接的な関与は,今 後形質転換体を作出することによって明らかになることが期待 される.




























図1キ ュウ リの花 の性分化 に対す るエチ
レンの影響.A.雌 性 型(彼 岸 節成)の 花
の性分化 に対するAVG処 理の影響。B.混
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穫一 自己リン酸化を受けると推定されるヒスチジン(His)残 基
遇一一一His残基からリン酸基の転移を受けると推定されるアスパラギン酸(Asp)残 基
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図5雌 性型 .(彼岸節成)お よび混
性型(大 利根1号)の 各発育ステ
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図6A.混 性型(大 利根1号),雌 性型
(彼岸節成)お よび雄性両性同株型(レ
モン)の 茎頂におけるエチ レン内生量
B.混 性型(大 利根1号),雌 性型(彼 岸
節成)お よび雄性両性同株型(レ モン)
の茎頂におけるC∫㌦4α彊遺伝子の発現.
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図10Aエ チ レン,Fお よびMロ ーカスに
よって制御されるキュウリの花の性分化に関
する遺伝学的モデルFロ ーカスの機能欠失
は,一 部の花芽で起 こる.ま た,Mロ ーカス
の機能欠失は,全 ての花芽で起 こる.B.遺 伝
学的モデルを用いて表 したキュウリの各品種
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:…:碧 図13長 日(16h)お よび短 日(8h)条 件下
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図15雄 性両性同株型(レ モン)お よび混性型(大
利根1号)の 茎頂におけるACC合 成酵素遺伝子群
の発現に対する日長の影響.
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図16混 性 型(大 利 根1号)お よび雄性両性 同株型(レ モ ン)の 茎頂 における長 日(16h)お
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図17混 性型(大 利根1号),雌 性型(彼 岸節成)お よび雄性両性同株型(レ モン)の 茎頂に
おける(13認 σS2お よび αMC34遺 伝子発現(A)と,混 性型(大 利根1号)お よび雄性両性同







































































図19エ チ レンがキ ュウ リの性分化 に影響 を与え る花芽の発育段階 におけるエチ レンレセプタ







図 、。 キュウリの花の性分化1、関す6遺 伝学的仮説(図 、。)1。エチレンレセプター様遺伝子群













論 文 審 査 結 果 要 旨
ウリ科植物は,雌 花 と雄花 を同一株上に分化する雌 雄同株植物 を基本 と している。その花芽の雌花 ま
たは雄花への分化は,が く片,花 弁,雄 蕊,雌 蕊の各原基が分化 して両性花的な発育段 階を経過 した後,
雄蕊 または雌蕊のいずれか一方の器官の発育が停 止す ることによって起 こる。 また例外 的に,雌 蕊 と雄
蕊 を発達 させ た両性花 も発現す る。 このウリ科植物の性表現 は品種に よって異な り,Fお よびMロ ー
カスの優劣 の組み合わせ によって遺伝的 に制御 され,雄 花,雌 花,両 性花 の着生状態 から,雌 性型(1レf-
F一),混 性型(Mr功,両 性型(醜1πF一),雄 性両性 同株型(肌 那功 に分類 される。 しか し,Fお よびM
ローカスの実体は不明のままであ り,ま た,こ れらの性表現 は植物 ホルモ ンのエチ レンや環境条件 によっ
て も変化す る。
本研究は,キ ュウリの混性型,雌 性型,雄 性両性 同株型の各 品種 を用 い,そ れ らの性表現 におけるエ
チ レンの役割 とエ チ レン作用 の分子機構 を明 らか にす るこ とを目的 と して行われた ものである。
第1章 では,キ ュウリの花の性分化 に対す るエチ レンの作用 と花芽の発育段 階の関係 を検討 し,エ チ
レンによる花 の雌性化お よびエチ レン生合成阻害剤 に よる花の雄性化 の誘導 される花芽の発育段階 は,
雄蕊の初生突起形成前か ら雄蕊 の初生突起形成後の間である ことを明 らかにする とともに,エ チ レン生
合成:量やエチ レン前駆物 質の1一 ア ミノシクロプロバ ンー1一カルボン酸(ACC)合 成酵素遺伝子(CS-
AσS2)の 発現 における品種 問差異か ら,エ チ レン生合成が花の性分化 を制御す るFロ ー カスに関与す
ることを示 した。
第2章 ではキュウリの花の性分化 におけるエチ レン作用の分子機構 を解明す るため に,エ チ レンを介
する シグナル伝達経路 の最 も上流 で機能す る と考え られ るエチ レン受容体 に注 目 し,σS-ERS,CS-
ETR1お よびcSr囮m2と 命名 した3種 類のエチレン受容体様遣伝子 をキュウリか ら単離す ることに成功
した。 とくにcS一齪Sお よびCSrE㎜2遺 伝子の発現は,混 性型の茎頂 ではエチ レン処理によって上昇 し,
雌性型の茎頂ではエチ レン阻害剤の処理 によって低下 した。また,(】S一襯Sお よび(溶rE皿2遺 伝子 は,
混性型に比べ て雌性型の茎頂 で強い発現 を示 した。 これらの結果か ら,CS一 研Sお よびCSrE皿2が キュ
ウ リの花芽の雌性化 に関与す る可能性 を示 した。
第3章 では,Pお よびMロ ーカスの機能 を欠失 した雄性両性 同株型(醐 π功 キュウリのエチレン内
生量 とエチ レン応答性 を解析 し,花 の性分化 に及 ぼすFロ ーカス と1レfローカスの役割 を検討 した。 そ
の結果,雄 性両性 同株型 キュウリはエチ レンに対す る応答性が低下 しているこ とを見 出 し,ま た,F
ローカスの産物がエチ レン内生量 を制御 し,エ チ レンシグナルがMロ ーカスの産物 を介 して雄蕊の発育
を抑制すること,さ らに,花 の性分化においてMロ ーカスは,Fロ ーカスの下流で機 能する ことを示 し,
それ らの結果 に基づいて,Fロ ーカス(エ チ レン生合成)お よびMロ ーカス(エ チ レン応答性)に よっ
てすべてのキュウリの性表現型 を説 明す る新 たな遺伝 学的モ デル を構 築 した。
キュウリの花の性分化 は,環 境条件 によって も影響 され,一 般 的に短 日条件が雌性化 を促進 し,長 日
条件 が雄性化 を促進す る。そ こで,第4章 では 日長 とエチ レン生 合成の関係 を解析 し,短 日条件に よる
キュウ リの花 の雌性化 は,エ チ レン生合成 を介することを示 し,そ れにCSrAσS2お よび(】S-ACS4遺 伝
子が深 く関与する ことを明 らかに した。
第5章 で は,キ ュ ウリの花芽 にお け るエチ レン受容体様 遺伝 子群(CS-ERS,CS-ET児1,C8-
Em2)とACC合 成酵素遺伝子((】SrAσS2)の 発現の局在性 を,混 性型,雌 性型お よび雄性両性同株型
品種 を用い て,加s蜘 分析法 によって検討 した。 その結果,cSrACS2遺 伝子 は,雌 性 型キュウ リで は
雌蕊 の発育促進 に関与 し,混 性型で は雄蕊の発 育抑制 に関与す ることを示 した。さ らに,CS一 班S遺 伝
子は雄蕊の発育抑 制に,σSrE7E1お よびCSrETR2遺 伝子 は雌蕊 の発育促進 と雄蕊 の発育抑制の両方 に
関与 する可能性 を示 した。
以上の ように,本 研 究は,キ ュウリの花 の性分化 を制御す るFロ ー カス とMロ ーカスが,そ れぞれ
エチ レン生合成 とエチ レン応答性 を支配するこ とを明 らか にし,そ れぞれに関与す る遺伝子の機能分担
を予測 し,花 の性分化 におけるエチ レンの作用お よび 日長作用 とエチ レンの関係 を分子 レベルで解明す
るための基礎的知見 を見出 した。 また,そ れ らの結果か ら,本 研究は,キ ュウリのすべ ての性表現型 を
説明す る新 たなモデルを提唱 した。 これらの知見は,花 の性分化の分子機構 を明 らかにす る今後の研 究
に大 きく貢献 し,さ らに,ウ リ科植物の生産技術 の改良や生殖制御 を利用 した園芸作物 の新たな育種法
の開発 に有用である。 よって,審 査員一同は,本 論文が博士(農 学)の 学位 を授与するに値する内容で
ある と判断 した。
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